






A basic study on induction mechanism of phospholipidosis with 
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AM  amiodarone 
BAF  bafilomycin A1 
BMP  bis(monoacylglycero)phosphate 
BSA  bovine serum albumin 
CAD  塩基性両親媒性薬物 
CPZ  chlorpromazine 
ClC  Cl−/H+ 対向輸送体 
DAG  1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol 
DDPC  1,2-didecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
dex  dextran 
DHPC  1,2-diheptadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
DiI-C18  Vybrant DiI cell labeling solution 
DIPL  薬剤誘発性ホスホリピドーシス 
DMPC  1,2-dimylistoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
DPPG  1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol 
DPPS  1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine 
EDTA-2Na ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt  
FBS  ウシ胎児血清 
HPCE/FA キャピラリー電気泳動/先端分析法 
HPLC  高速液体クロマトグラフィー 
LC-MS/MS 液体クロマトグラフィー－タンデム質量分析法 
IMI  imipramine 
LAMP2  lysosomal-associated membrane protein 2 
LPLA2  リソソーム性ホスホリパーゼ A2 
LysoSensor LysoSensor Green DND-189 
MALDI-TOF/MS マトリクス支援レーザー脱離イオン化法—飛行時間型質量分析計 
MON  monensin  
NHE  Na+/H+交換輸送担体 
OG  Oregon Green 488 
iii 
 
PC  ホスファチジルコリン 
PE  ホスファチジルエタノールアミン 
PG  ホスファチジルグリセロール 
PI  ホスファチジルイノシトール 
PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 
PRO  propranolol 
PS  ホスファチジルセリン 
RIC  再構成イオンクロマトグラム 
RPE  フィコエリスリン 
SRM  selective reaction monitoring 
TAM  tamoxifen 
TMR  tetramethylrhodamine 
TNBS  2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid sodium salt dehydrate 
v-ATPase  vacuolar ATPase 
WF  warfarin 
 


























































で PG から生成され，BMP を生成する過程においてグリセロールの転位が生じるこ
とが明らかになっている 12）．一般に，生体内のリン脂質には，リン酸基およびアシ

































化することが知られている 18）．細胞外液，細胞質基質の pH は 7.4〜7.0 程度の中性で
あるのに対し，早期エンドソームやリサイクリングエンドソームでは，pH が 6.5 程
度の弱酸性であり，さらに，後期エンドソームでは 6.0 程度，リソソームでは 5.5 程
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図を Fig. 1 に示す．また，このエンドサイトーシスの過程における，オルガネラの酸
性化が，メンブレントラフィックや，細胞内の物質輸送，リソソーム酵素の活性に重
要であると指摘されている 1,18）．  
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配仮説）．pH の異なる 2 つの水相がリン脂質二分子膜で隔てられているとき，塩基性
の弱電解質は pH 分配仮説に従い，pH がより低い水相に多く集積する．このことか
ら，細胞内に取り込まれた CAD は，細胞質基質より pH が低くなっているエンドソ
ーム経路や，ゴルジ体（pH 6.5 程度）に多く集積すると考えられる 24-26）．特に，pH
の低下が顕著なオルガネラであるリソソームには高濃度の CADが蓄積していること
が考えられる．実際，細胞に処置されたイミプラミンが，速やかにリソソームに集積
すること 25），100 µM のクロロキンを細胞に処置したときの，リソソーム内のクロロ
キン濃度が 114 mM まで上昇すること 26），キナクリンがリソソームに集積すること
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二分子膜との相互作用の強さは，リン脂質の極性頭部の電荷の影響を受けると予想さ
れる．既報においても，酸性リン脂質である PS や PG の含有率が高いリン脂質二分
子膜は，中性リン脂質である PC からなるリン脂質二分子膜よりも，CAD との結合
能が増大する結果が得られている 31-34）．さらに，後期エンドソームまたはリソソー
ムを形成する原形質膜におけるリン脂質の組成は，一般的な生体膜とは大きく異なり，




















クロロキンは，ラット肝リソソーム由来のホスホリパーゼ A1による PC の分解を競
合的に阻害するが 37），ブタ膵臓由来のホスホリパーゼ A2による PC の分解を非競合
的に阻害する 36）．一方，プロプラノロール，クロルプロマジン，イミプラミンをは
じめとする多くの CAD はリン脂質二分子膜と結合することが知られている 38）．CAD
と結合した状態にあるリン脂質が，リン脂質分解酵素の基質となり得るかどうかは明











（5） DIPL 研究の現状と本研究の目的 
DIPL の発症要因は不明であるが，現在までに，リン脂質の分解抑制 37,39,40），メン
ブレントラフィックの抑制 18），オートファジーの亢進 41）の 3 つの仮説が提唱されて
いる．前述のように CAD は細胞に取り込まれると，速やかに酸性オルガネラに取り
込まれ，リソソームのような酸性オルガネラ内の pH を上昇させることが報告されて












らかになった 44）．この過程に CAD が影響を及ぼすことから，DIPL との関連性が指
摘されている．このように，DIPL の発症メカニズムに関する研究が数多く実施され，
多くの情報が得られているが，まだ解明には至っていない． 
CAD が酸性オルガネラの pH を上昇させるという報告は多い 25,26,28,29）が，一方で，
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最近の Zheng らの論文 7）によると，MDCK 細胞に 50 µM のクロロキンを処置した場
合に，リソソーム内の pH が上昇していないことが報告されている．また，Kornhuber
らも同様に 45），SY5Y 細胞にアミトリプチリンを処置したときに pH が上昇していな
いことを報告している．これらの結果は従来の報告とは逆であるが，そのことについ
て考察はなされておらず，詳しいことは何もわかっていない．さらに，酸性オルガネ
ラ内の pH 上昇が DIPL と関係していると言われているものの，細胞内にリン脂質が
過剰に蓄積した状態における，後期エンドソームやリソソーム内腔の pH を測定した
例はない．仮に CAD によってリソソーム内の pH が上昇し，リン脂質分解酵素の活
性が低下するのであれば，類似の至適 pH をもつ他のリソソーム酵素にも影響が生じ
る可能性がある．そこで本研究の第 1 章では，DIPL 発症前と発症時における酸性オ
ルガネラ内の pH に及ぼす CAD の影響を明らかにするとともに，リソソーム酵素の
活性に及ぼす CAD の影響を検討した． 
次に，酸性オルガネラの膜には BMP が多く含まれる 9-11)．BMP は PG の構造異性
体であることと，一般に酸性リン脂質が CAD と生体膜との親和性を増強させること
を考慮すると，CAD は酸性オルガネラにおいて，膜と強く相互作用することが予想
される．しかし，これまで BMP が CAD の生体膜への結合性に与える影響について



















マーカーが望まれている．そこで本研究の第 3 章では，DIPL の新規リン脂質バイオ
マーカーの探索を行った． 
 本論文の第 1 章では，pH によって蛍光強度が変化する蛍光色素を用いて，CAD 処
置直後およびリン脂質蓄積時における培養細胞のリソソーム内pHを測定した結果と，
CAD 処置後のリソソーム内タンパク質分解酵素の活性を評価した結果について詳述
する．第 2 章では，BMP 含有リポソームと CAD との親和性および親和性に影響する
因子についてキャピラリー電気泳動/先端分析法を用いて評価した結果について詳述








第 1 章 DIPL発症と後期エンドソームおよびリソソーム内 pHとの関係 
 
DIPL の発症メカニズムは未解明であるが，これまでいくつかの仮説が提唱されて




る酵素の一つに，LPLA2 が知られている 17）．LPLA2 をはじめ，リソソーム内に存在





に，近年では CAD がリソソーム内の pH を上昇させていないという結果も報告され


















Monensin（MON）sodium salt（> 90%），phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF，> 99%），
RPMI1640 および bovine serum albumin（BSA）は，和光純薬工業（大阪，日本），
chlorpromazine（CPZ）hydrochloride（> 98%）および bafilomycin A1（BAF，> 90%）
は，Sigma-Aldrich（St. Louis，MO，USA）より購入した．Oregon Green 488—dextran 
conjugate（OG—dex），LysoSensor Green DND-189（LysoSensor），Vybrant DiI cell labeling 
solution（DiI-C18）および tetramethylrhodamine（TMR）-5-(and-6)-isothiocyanate は
Invitrogen（Carlsbad，CA，USA），Anti-mouse CD107b（lysosomal-associated membrane 
protein 2，LAMP2）antibody labeled with phycoerythrin は GenWay Biotech（San Diego，





清（FBS）およびフェノールレッドを含有した RPMI1640 培地を用いて，37 ℃，5%
二酸化炭素気流下にて培養した．継代操作は，3 または 4 日毎に常法により行った． 
（3） 蛍光プローブの作製 
細胞内の pHを測定するための蛍光プローブは，Haggieらの方法 54）を参考にして，
作製した．OG—dex（4 mg/mL）と，TMR-isothiocyanete（10 mg/mL）を，0.1 M の炭
酸水素ナトリウム溶液（pH 9.0）中で混合し，遮光下，室温で 1 時間反応させ OG—dex
—TMR を得た．OG—dex のデキストラン部分は，isothiocyanete と反応するリシン残基
を有しているため，OG—dex に TMR が結合する．反応後，酢酸セルロースの透析膜
（透過分子量：10,000 以下）を用いて一晩透析し，さらに，PD-10 column（Sephadex 
TMG-25 M，GE Healthcare UK，Buckinghamshire，UK）を用いて，サイズ排除クロマ
トグラフィーを行い，未反応の TMR-isothiocyanete を除去した．また，細胞内のタン
パク質分解酵素の活性を評価するための蛍光プローブは，Humphries らの方法 55）を
参考に作製した．BSA（9 mg/mL）と TMR-isothiocyanete（4 mg/mL）を，上記と同様
の方法で反応させ BSA—TMR を得た． 
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（4） タンパク質濃度の定量 
細胞内の総タンパク質量は，Modified Lowry Protein Assay Kit（Thermo Fisher 
Scientific，Waltham，MA，USA）を用いて定量した．細胞を，シリコンスクレイパ
ーを用いて dish から剥がして回収し，遠心分離により培養液を除去した．得られた
細胞塊を生理食塩水で懸濁し，測定試料とした．試料を 96 well プレートに入れ，マ
イクロプレートリーダ （ーSunrise Remote, テカンジャパン, 川崎，日本）を用いて 620 




を参考に次のように行った 56）．細胞懸濁液 500 µL に，クロロホルム：メタノール（2：
1）溶液を 5 mL 加え撹拌し，2500 rpm で 5 分間遠心分離した．得られた上層を別の
ガラススピッツ管に移し，クロロホルム：メタノール（1：2）溶液を 2 mL と生理食
塩水を 1 mL 加え撹拌し，2500 rpm で 5 分間遠心分離した．上層を除去後，1 回目と
2 回目の下層および，生理食塩水を 1.5 mL 加え撹拌後，2500 rpm で 5 分間遠心分離
した．上層を除去し，窒素ガスを用いて下層を蒸発させることで，脂質抽出物を得た． 
脂質抽出物中のリン濃度を，Fiske-Subbarow 法 57）によって定量した．47%硫酸を
脂質抽出物に加え，150 ℃で 3 時間反応させた．次に，過酸化水素水を加え 110 ℃
で 1 時間反応させた．反応溶液を十分に冷却した後，0.22%モリブデンアンモニウム
水溶液を加え，さらに，Fiske-Subbarow 試薬（1-amino-2-naphthol-4-sulfonic acid，sodium 
sulfite および sodium bisulfite の混合試薬）を直後に添加し，良く撹拌した後，混合溶
液を 100 ℃で 15 分間反応させた．反応溶液の 830 nm での吸光度を，V530 紫外可視
分光光度計（日本分光，東京，日本）を用いて測定した．リン濃度の検量線は，リン
酸二水素カリウム溶液（0.2～4.0 µg/mL）を用いて作成した． 
（6） CPZ 濃度の定量 
CPZ （10 µM）を処置した細胞懸濁液 500 µL をガラス管に取り，0.5 M のリン酸
水素二ナトリウム水溶液を 500 µL 加え，10 分間超音波照射し，細胞を破壊した．次
に，3 mL のジイソプロピルエーテルを加え激しく撹拌し，3,000 rpm で 10 分間遠心
分離した．得られた上層を新しい試験管に移し，窒素ガスを用いて完全に蒸発させた．
抽出物をアセトニトリル：メタノール（1:1）溶液 250 µL に溶解させ，高速液体クロ
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マトグラフィー（HPLC）-UV 法により CPZ 含量を定量した．分析には，Chemcosorb 
3-ODS-H カラム（2.1×100 mm）を用い，メタノール：100 mM リン酸ナトリウム緩




FBSと膜染色剤である DiI-C18を 200:3の比率で混合し 37 ℃で 19時間以上放置し
た．次に FBS と DiI-C18 の混合溶液を RPMI1640 培地に 1:10 の比率で混合し DiI-C18
含有 RPMI1640 培地を作成した．細胞の培養液を，作成した DiI-C18 含有 RPMI1640
培地に変更し，CPZ（10 µM）を添加した．CPZ 処置後 23 時間の時点で，培養液を
CPZ（10 µM）およびリソソーム染色剤の LysoSensor を含有した培地に変え，さらに
2 時間培養した．その後，培養液をフェノールレッド非含有の培地に交換し，さらに
1 時間培養した．以上の操作により，リン脂質およびリソソームが染色された細胞を
作製し，共焦点レーザー蛍光顕微鏡（C1 Spectral Imaging System，ニコン，東京，日
本）により細胞内の蛍光の局在を観察した．2 色の蛍光の重なり度合いは，Manders






S1：ピクセル i 中の赤色蛍光強度，S2：ピクセル i 中の緑色蛍光強度 
 
（8） 電子顕微鏡画像の撮影 
スライドグラスチャンバー上で CPZ（10 µM）を 24 時間処置し培養した RAW264
細胞に，2%グルタルアルデヒドおよび 2%パラホルムアルデヒド含有リン酸緩衝液を
1 時間処置し，細胞を固定した．その後，リン酸緩衝液で細胞を洗浄し，4 ℃で 30
分，1%四酸化オスミウム含有リン酸緩衝液で処理した．エタノールを用いて細胞を
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（9） OG—dex の細胞内局在部位の確認 
ガラスボトムディッシュに培養した RAW264 細胞に，OG—dex（0.01 mg/mL）を添
加し，細胞内に取り込ませた．OG—dex 処置 2 時間経過後，OG—dex を含まない培養
液に交換しさらに 1 時間培養した．CPZ を 23 時間処置した細胞に OG—dex を取り込
ませる場合においては，OG—dex の処置時間を 5 時間に延長した．次に，OG—dex を
取り込んだ細胞に，4%パラホルムアルデヒド含有等張化リン酸緩衝液（PBS，9.5 mM，
pH 7.4）を 10 分間処置した．続いて，BSA 含有 PBS を 10 分間処置し，さらに，0.1% 
Triton X-100 含有 PBS を 3 分間処置した．固定し膜透過性を向上させた細胞に，フィ
コエリスリンで標識した，抗マウス LAMP2 抗体（20 µg/mL）を添加し，共焦点レー
ザー蛍光顕微鏡で観察した．2 色の蛍光の重なり度合いは，Manders の共局在係数を，
ImageJ により算出し評価した 58）． 
（10） 後期エンドソームおよびリソソーム内 pH の測定 
（9）と同様の方法で RAW264 細胞に OG—dex—TMR（0.01～0.1 mg/mL）を取り込
ませた．OG—dex—TMR を取り込んだ細胞の培養液を，20 mM クエン酸緩衝液含有
RPMI1640（pH 7.4）に交換し，薬物または溶媒を添加後，共焦点レーザー蛍光顕微
鏡で観察した．Z 軸（深度軸）方向に細胞の上から下まで 20 枚の画像を撮影し，そ
の蛍光強度の和から，細胞内の蛍光強度を求めた．任意に 5 つの細胞を選択し，515 / 
30 nm（OG）および 605 / 75 nm（TMR）における蛍光強度の和を求め，蛍光強度比
OG/TMR を算出した．同時に，OG—dex—TMR を取り込んだ細胞の培養液を，50 µM 





ガラスボトムディッシュに培養した RAW264 細胞に，OG—dex（0.02 mg/mL）を添
加し，細胞内に取り込ませた．OG—dex 処置 2 時間経過後，BSA—TMR（80 µg/mL）
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含有 RPMI1640 培地に交換しさらに 1 時間培養した．OG—dex および BSA—TMR を取
り込んだ細胞の培養液を RPMI1640 に交換し，共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いて 5
分間撮影した．2 色の蛍光の重なり度合いは，Manders の共局在係数を，ImageJ によ
り算出し評価した 58）．深度軸方向に細胞の上端から下端まで 20 枚の画像を撮影し，
その蛍光強度の和から，細胞内の蛍光強度を求めた．任意に 5 つの細胞を選択し，515 
/ 30 nm（OG）および 605 / 75 nm（TMR）における蛍光強度の和から蛍光強度比
TMR/OG を算出し，酵素活性を評価した． 
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第 1 節 pH 測定プローブの作製と評価 
 
実験結果・考察 
（1） プローブの設計  
後期エンドソームおよびリソソーム内の pH 測定には，pH 応答性の蛍光色素であ
る Oregon Green 488（OG）の dextran（dex）コンジュゲートに pH 非応答性の蛍光色





ない TMR を dex に結合させ OG の蛍光強度と TMR の蛍光強度の比（OG/TMR）を
用いて pH を評価することとした． 
（2） OG/TMR の pH 依存性の検討 
OG—dex—TMR の蛍光強度比 OG/TMR と pH との相関性について蛍光分光光度計
（RF-540，島津製作所，京都，日本）を用いて評価した結果を Fig. 3 に示した．励起
スペクトル上の 500 nm 付近のピークが OG 由来，555 nm 付近のピークが TMR 由来
の蛍光であり，各 pH に調整したクエン酸緩衝液中において異なるピークの形状が観
察された（Fig. 3A）．それぞれのピークの高さを計測し算出した OG/TMR とクエン酸
緩衝液の pHとの関係を Fig. 3Bに示した．pHが 4.0から 6.0の範囲において OG/TMR
と pH の間に良好な直線関係（r = 0.991）が得られていることが確認できた．さらに
蛍光色素は一般に高濃度になると，蛍光強度と濃度の間の線形性が失われ蛍光強度の
低下が生じる可能性がある．そこで，共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いて，蛍光の濃
度消光の有無について検討した．Fig. 4 には，OG と TMR の蛍光強度と濃度の関係を
を示した．その結果，OG および TMR ともに 0.78～100 µg/ml の範囲で蛍光強度は良
好な直線性を示し（OG：r = 0.998，TMR：r = 0.999），濃度消光は認められなかった． 
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OG−dex−TMRの濃度は 1 µg/mL，蛍光波長は 580 nm，励起波長幅は 450～600 nm，
クエン酸緩衝液（pH 4.0：a，4.4：b, 4.7：c, 5.1：d, 5.4：e, 5.7：f, 6.0：g）に溶解し，蛍光分光


































































0.78～100 µg/mL，励起波長は 488 nm（OG）および 543 nm（TMR），蛍光波長およびス
リット幅は 515 / 30 nm（OG），605 / 75 nm（TMR），C1 Spectral Imaging Systemで測定，
倍率は×600． 
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（3） プローブの細胞内局在 
OG—dex—TMR を取り込ませた細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像を，Fig. 5A に示す．OG
の緑色と TMR の赤色が細胞内の同一部位に観察され，赤色蛍光と緑色蛍光の重なり
の程度を示す共局在係数が 0.710 であることから，OG と TMR が同一部位に取り込
まれていることが確認された． 
さらに，OG—dex を取り込ませた細胞を，後期エンドソームおよびリソソームのマー
カータンパク質である LAMP2 60）に対する抗体で処理した結果を Fig. 5B に示した．
なお，抗体はフィコエリスリン（RPE）で標識されており，RPE の赤色の蛍光発色部
位が後期エンドソームおよびリソソームの局在を示すと考えられる．OG および RPE
の局在が一致し，共局在係数が 0.697 であることから，OG が後期エンドソームおよ
びリソソームに局在していることが確認され，OG—dex—TMR が後期エンドソームお
よびリソソームに局在していることが示唆された．







Fig. 5  OG−dex−TMR を取り込んだ RAW264細胞の蛍光顕微鏡
画像（A）および OG−dexの細胞内局在の確認（B） 
OG−dex−TMRおよびOG−dexの濃度は 10 µg/mL，LAMP2 抗体の
濃度は 20 µg/mL，励起波長は 488 nm（OG）および 543 nm（TMR，
RPE），蛍光波長およびスリット幅は 515 / 30 nm（OG），605 / 75 nm
（TMR，RPE）， C1 Spectral Imaging Systemで測定，スケールバー
は 20 µmを示す．共局在係数は 0.710（A），0.697（B）． 
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第 2節 後期エンドソームおよびリソソーム内 pHに及ぼす CADの影響 
 
実験結果・考察 
（1） 正常細胞の後期エンドソームおよびリソソーム内 pH に及ぼす CPZ の影響 
OG—dex—TMR を取り込ませた，RAW264 細胞に CPZ（50 µM）および BAF を単独
または併用処置した直後 5 分間の OG/TMR のコントロールに対する比を Fig. 6 に示




関与する v-ATPase を阻害する作用を有している．このことから，v-ATPase の阻害の
みでは，リソソームの pH が維持されていることが示唆された．一方，CPZ と BAF
を同時に処置した場合において，OG/TMR の上昇が認められた． 
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Fig. 6  CPZまたは BAF処置直後の後期エンドソームおよびリソソ
ーム内 pHの変化 
平均±標準誤差（n = 4） 
＊：p < 0.05 vs CPZ（Mann-Whitneyの U 検定） 
OG−dex−TMRおよび CPZ，BAFの濃度はそれぞれ 0.1 mg/mL，50 
µM，100 nM． BAF および CPZ の処置時刻はそれぞれ−5 分，0
分．励起波長は 488 nm（OG）および 543 nm（TMR）．蛍光波長およ
びスリット幅は 515 / 30 nm（OG）および 605 / 75 nm（TMR）．C1 
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可能である 61）．この働きを利用して，後期エンドソームおよびリソソーム内の pH を，
交換した培養液の pH となるように調整し，得られた OG/TMR の値から検量線を作
成した（r = 0.835～0.956）．CPZ または CPZ と BAF を OG—dex—TMR を取り込ませ
た RAW264 細胞に，併用処置した後 5 分経過後の OG/TMR を測定し，作成した検量
線から pH を測定した．Table 1 には，測定した pH を示した．後期エンドソームおよ
びリソソーム内の pH は，CPZ 単独処置時では 4.95 ± 0.06 と正常値であるのに対し
BAF を併用することで 6.23 ± 0.07 と有意に上昇していることが明らかとなった．過
去の報告では，pH の上昇を引き起こす理由として後期エンドソームおよびリソソー
ム内に入った CAD がイオン形となることで遊離のプロトンを消費すること 43），また
は，後期エンドソームおよびリソソームからの NHE によるプロトンリークの関与が
示唆されている 22）．しかし，今回の結果では CPZ 単独処置では pH の上昇が認めら




5分処置 50 µM CPZ 4.95 ± 0.06 
BAF併用 
a
 6.23 ± 0.07 
23時間処置 コントロール 4.87 ± 0.21 
10 µM CPZ 4.80 ± 0.06 
BAF併用 
a





Table 1  CPZ 処置後の後期エンドソームおよびリソソ
ーム内の pH 
平均±標準誤差（n = 4） 
a：撮影 5分前に処置 
b：p < 0.05 vs コントロール，Mann-Whitneyの U検定 
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（2） リン脂質を過剰蓄積した細胞の作製と評価 
RAW264 細胞に，10 µM の CPZ または溶媒コントロールとしてメタノールを 4，8，
24，32 および 48 時間処置した時の細胞内のタンパク質，リン脂質および CPZ 含量
を測定した．各時間におけるリン脂質量をタンパク質量で補正し，さらに，コントロ
ールに対する相対量で表した結果を Fig. 7A に示した．この結果から，CPZ 処置時間
の増加に伴って，細胞内のリン脂質量が増加していることが確認された．また，
RAW264 細胞に CPZ を 4，8，24，32 および 48 時間処置した時の未変化型 CPZ 含量
をタンパク質量で補正した結果を Fig. 7B に示した．その結果，細胞内の CPZ 含有量
は，時間の経過とともに上昇することが明らかとなった．この結果は，細胞内に取り
込まれた CAD が，pH 分配仮説に従い，pH の低いリソソームのような酸性オルガネ
ラに集積するという過去の報告を支持するものであった 25,26,28,29）．さらに，CPZ（10 
µM）を 24 時間処置した RAW264 細胞の電子顕微鏡画像を撮影し，ラメラ体の形成
を確認した．Fig. 7C には，撮影した画像を示した．RAW264 細胞の細胞質に，複数
のラメラ体が形成されている様子が確認された．最後に，リン脂質の蓄積部位がリソ
ソームであるか否か検討した．リン脂質のマーカーには DiI-C18 を，リソソームのマ




CPZ を 23 時間処置した細胞を染色し，共焦点レーザー蛍光顕微鏡で撮影した画像を
Fig. 7D に示した．DiI-C18 と LysoSensor の局在に相同性が認められ，共局在係数が
0.850 であったことから，細胞内のリン脂質の多くが，リソソームに蓄積しているこ
とが示唆された．以上の結果から，CPZ（10 µM）を 24 時間処置することで，リン
脂質を過剰に蓄積した細胞が作製できることが示唆された． 
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Fig. 7  CPZ処置によってリン脂質の過剰蓄積が生じていることの確認 
A：CPZ（10 µM）処置後の RAW264細胞内リン脂質含量 
B：CPZ（10 µM）処置後の RAW264細胞内未変化体 CPZ含量 
C：CPZ（10 µM）24時間処置後の RAW264細胞の電子顕微鏡画像 
D：DiI-C18およびLysoSensorを用いて共染色した，CPZ（10 µM）処置細胞の蛍光顕微鏡画像．励
起波長は 488 nm（OG）および 543 nm（DiI-C18），蛍光波長およびスリット幅は 515 / 30 nm（OG），





























































ソソーム内の pH を第 1 章，第 2 節（1）と同様に測定した．この時，OG—dex—TMR
の処置時間が正常細胞と同様の 2 時間では OG—dex—TMR がリン脂質を過剰蓄積した





リン脂質を過剰に蓄積した RAW264 細胞に OG—dex を 5 時間処置し，さらに，抗
LAMP2抗体で免疫染色した蛍光顕微鏡画像を Fig. 8に示した．OGの緑色蛍光と RPE
の赤色蛍光とが同一部位に認められ，共局在係数が 0.609 であった．このことから，
OG—dex—TMR の 5 時間処置により，リン脂質を過剰蓄積した細胞の後期エンドソー
ムおよびリソソームに OG—dex—TMR が集積することが示唆された．次に，リン脂質
を過剰蓄積した細胞の後期エンドソームおよびリソソーム内のpHを測定した結果を
Table 1 に示した．加えて，リン脂質を過剰蓄積した細胞に BAF を添加し，5 分後の
pH についても同様に Table 1 に示した．リン脂質を過剰蓄積した細胞の後期エンドソ
ームおよびリソソーム内 pH は 4.80 ± 0.06 であることから，DIPL 発症時においても
正常な値を維持していることが示唆された．さらに，BAF の処置によって，pH は 5.77 
± 0.04 まで有意に上昇した．このことから，細胞内に存在する CPZ が，後期エンド
ソームおよびリソソーム内に蓄積していることが示唆された．加えて，CPZ がイオ
ン形となることで消費されるプロトンが，v-ATPase によって補充されることで pH が
維持されていることが示唆された． 
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Fig. 8  リン脂質を過剰に蓄積した RAW264細胞の OG と LAMP2によ
る共染色画像 
 CPZは 10 µMを 23時間処置，OG−dexの濃度は 10 µg/mL，LAMP2 抗
体の濃度は 20 µg/mL，励起波長は 488 nm（OG）および 543 nm（RPE），
蛍光波長およびスリット幅は 515 / 30 nm（OG），605 / 75 nm（RPE）， C1 
Spectral Imaging Systemで測定，スケールバーは 20 µmを示す．共局在
係数は 0.609． 
LAMP2 OG Merge




















られている 16）．そこで本実験では，BSA—TMR と OG—dex を RAW264 細胞に取り込
ませ，TMR の蛍光強度と OG の蛍光強度の比（TMR/OG）を用いて酵素活性を評価
することとした． 
（2） 酵素活性評価プローブの評価 
まず，作製した BSA—TMR に TMR が過剰に化学結合しているか否か検討した．マ
トリクス支援レーザー脱離イオン化法—飛行時間型質量分析計（matrix assisted laser 
desorption ionization-time of flight/mass spectrometry：MALDI-TOF/MS，AXIMA CFR plus，
島津製作所）を用いて，作製した BSA—TMR を質量分析した結果を Fig. 9 に示した．
未反応の BSA の質量分析によって得られたピークと比較して，BSA—TMR の分子イ
オンのピークが m/z 値で約 950 高値であったことから，平均 2.1 分子の TMR（分子
量 443.52）が，BSA に結合していることが示唆された．次に，酵素で BSA を消化す
ることで TMR の蛍光強度が上昇することを蛍光分光光度計（RF-540）によって検討
- 31 - 
 
した．得られた蛍光スペクトルを Fig. 10 に示した．塩酸酸性下（0.1 M），BSA—TMR
（1 mg/mL）をペプシンで 1 時間処理することで，TMR の蛍光強度の上昇が確認さ
れた．このことから，BSA—TMR を用いて，酸性オルガネラ/リソソーム内のタンパ
ク質分解酵素の活性が評価できることが示唆された．さらに，Fig. 11 には BSA—TMR










Fig. 9  BSA−TMRの質量分析スペクトル 
BSAの分子量は 66 kDa，TMRの分子量は 443.52 Da，
マトリクスには α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid を使用，
AXIMA CFR plusで測定． 

















Fig. 10  BSA−TMRの蛍光スペクトル 
a：1 h ペプシン処理 
b：1 h コントロール 
c：0 h ペプシン処理 
d：0 h コントロール  
励起波長は 543 nm，蛍光波長幅は 550～650 nm，反
応溶液は 0.1 M HCl，反応温度は 37 °C，BSA−TMR
の濃度は 1 mg/mL，RF-540で測定 
TMR OG Merge
Fig. 11  BSA−TMR と OG−dexを取り込ませた RAW264細胞の蛍光顕微鏡画像 
OG−dexの濃度は20 µg/mL，BSA−TMRの濃度は80 µg/mL，励起波長は488 nm
（OG）および 543 nm（TMR），蛍光波長およびスリット幅は 515 / 30 nm（OG），605 / 
75 nm（TMR），C1 Spectral Imaging Systemで測定，スケールバーは 20 µmを示
す．共局在係数は 0.700． 
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（3） 後期エンドソームおよびリソソーム内の酵素活性におよぼす影響 
CPZ を処置した時のリソソーム内のタンパク質分解酵素の活性を BSA—TMR を取
り込ませた RAW264 細胞を用いて評価した結果を Fig. 12 に示した．CPZ およびタン
パク質分解酵素阻害剤である PMSF 処置直後の TMR/OG を測定した．その結果，コ
ントロール，CPZ 処置および PMSF 処置細胞ともに，TMR/OG は時間経過に伴い上
昇が認められた．このことから，BSA が徐々に分解されていることが示唆された．
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Fig. 12  CPZ処置後の後期エンドソームおよびリソソーム内のタンパク質分解酵素活性の変化 
平均±標準誤差（n = 4） 
＊：p < 0.05 vs 0分（t検定） 
A，B： TMR/OGの時間 0に対する比．○：コントロール，◆：CPZ，■：PMSF． 
C，D： TMR/OGのコントロールに対する比． 
OG−dexおよび BSA−TMRの濃度は，それぞれ 20 µg/mL，80 µg/mL．処置薬物は CPZ（A，C，
50 µM）または PMSF（B，D，50 µM）．PMSF および CPZ の処置時刻は，それぞれ−180 分，0
分．励起波長は 488 nm（OG），543 nm（TMR）．蛍光波長およびスリット幅は 515 / 30 nm（OG）お
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小括 
今回作製した pH 測定用蛍光プローブ OG—dex—TMR の蛍光強度は，pH と良好な相








ンパク質分解酵素の活性を測定した結果，CPZ 処置 5 分後および 23 時間経過時に，
後期エンドソームおよびリソソーム内の pH は上昇しておらず，リソソーム内のタン
パク質分解酵素の活性も正常であることが示唆された．また，CPZ が後期エンドソ
ームおよびリソソーム内に集積しても，内腔の pH は v-ATPase によって維持されて
いる可能性が示唆された．これは，リン脂質が過剰に蓄積した状態でも同様であった．
これらの結果は，CAD による細胞内リン脂質の過剰蓄積に後期エンドソームおよび
リソソームの pH が関与していないことを初めて実験的に示したものである． 
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第 2 章 CAD と生体膜親和性に及ぼす BMP の影響 
 
CAD は pH 分配仮説に従い，酸性オルガネラの内水相中に高濃度に集積する性質
を持つことは前章でも述べた．リソソームは，内部が酸性のオルガネラであり，DIPL
発症時にリン脂質が高濃度に蓄積することが明らかになっている 2）．一方，CAD 自






ン脂質である PI，PS，および PG 等が含まれていることもわかっている 63）．これら
の酸性リン脂質は，リン脂質と CAD の結合性を増強させる性質を持つことが明らか
になっている 31,32）．一方，後期エンドソームやリソソームの生体膜中には，リン脂




肺動脈内皮細胞中の BMP 量が増加することが報告されている 56）．しかし，これまで
BMP と CAD との間の相互作用について検討した報告は存在しなかった． 
そこで，本章では，CAD と生体膜との親和性に及ぼす BMP の影響を調べることを
目的とする．モデル CAD としてはプロプラノロールを選択し，BMP の標品には，ジ





結合分析法としては微量試料による測定が可能な HPCE/FA 31）が適している． 
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Lecithin from egg（egg PC），propranolol（PRO）hydrochloride（> 99%）および





（DAG，> 99%）は，Avanti Polar Lipids（Alabaster，AL，USA）より購入した．DiI-C18








液には，50 mM リン酸緩衝液（pH 7.4，イオン強度 0.13）または 55 mM クエン酸緩
衝液（pH 5.0，イオン強度 0.13）を用いた． 
次に，大きな多重膜リポソームを，凍結，融解を 5 回繰り返した後，孔径 100 nm
のポリカーボネートメンブレンに 21 回透過させ，大きな 1 枚膜リポソームを調製し
た．リポソーム外水相の pH が内水相と異なるリポソームを調製する場合は，得られ
た大きな 1 枚膜リポソームをセルロースアセテートメンブレン（透過分子量 10,000
以下）に封入し，外水相の pH に調製した緩衝液中で透析操作を行った．リポソーム
内の PC 濃度は，リン脂質 C—テストワコー（和光純薬工業）を用いたコリンオキシ
ダーゼ—DAOS 法により定量した．尚，本章では，内水相と外水相の pH の組合せを，
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（3） キャピラリー電気泳動/先端分析法（high performance frontal analysis/capillary 
electrophoresis，HPFA/CE） 
 キャピラリー電気泳動装置には，P/ACE5510（Beckman Coulter，Brea，CA，USA）
を使用した．リン脂質モノマー濃度が 500 µM となるように調製したリポソーム溶液
に，PRO（20～60 µM）を溶解し HPFA/CE にて分析した．分析には，内面未処理の
フューズドシリカキャピラリーを用いた．キャピラリーの内孔径は，100 µm，外径
375 µm であり，全長 57 または 37 cm，有効長はそれぞれ 50 および 30 cm，キャピラ
リー温度は 25 ℃で分析を行った．短いキャピラリーを用いた場合は，クエン酸緩衝
液（pH 5.0）を泳動緩衝液に用い，印加電圧+4 kV とした．一方，長いキャピラリー





脂質を膜染色剤である DiI-C18 で標識し（リン脂質：DiI-C18 = 100：1），作製したリ
ポソーム（pre-stain）と，リポソーム調製後にDiI-C18で標識したリポソーム（post-stain）
に，蛍光消光剤として TNBS を処理し，残存する蛍光強度の割合を求めた．以上の
方法で作製した 2 種のリポソームに，100 mM の TNBS 溶液を添加し，添加前後にお
ける DiI-C18 の蛍光強度（励起波長，549 nm，蛍光波長，580 nm）を蛍光分光光度計
（RF-540，島津製作所）で測定した． 
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第 1 節 CAD とリポソームとの親和性に及ぼす BMP の影響 
 
実験結果・考察 















0.000232 x — 0.000131，r = 0.995，5～30 µM）と表面未処理のキャピラリーを用いて
作成した検量線（y = 0.000246 x — 0.000169，r = 0.999，5～30 µM）の傾きと切片のい
ずれにおいても有意な差は認められなかった（p > 0.05）．このことから，表面未処理
のキャピラリーを用いても PRO の吸着が分析に影響しないことが確認された． 
次に，リポソームと PRO の結合平衡が電気的注入時に，維持されているかどうか





圧を+7 kV から+4 kV に変化させ分析した結果，ピークの高さに変化が認められなか
った．このことから，結合平衡が維持された状態で分析できていることが示唆された． 
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加えて，今回作製したリポソームの粒子径を動的光散乱法により測定した．その
結果を Table 2 に示す．平均粒子径に大きな差はなく 157.3～168.6 nm であったことか
ら，今回の結合実験の結果に与える，リン脂質二分子膜の曲率の影響は，限定的と考
えられる． 
7 8 9 10 117 8 9 10 11










時間 (min) 時間 (min)時間 (min)




Fig. 15  キャピラリー電気泳動/先端分析法で得られるエレクトロフェログラム 
試料：20 µM PRO（左），20 µM PRO と 20%BMP含有 egg PC リポソーム（500 μM，中央，右）の
混合物．泳動緩衝液：リン酸ナトリウム緩衝液（50 mM，pH 7.4）．注入電圧：+7 kVまたは+4 kV，
注入時間：100秒，キャピラリー温度：25 ℃． 
5.0 / 5.0 158.1 nm 
20% BMP 7.4 / 7.4 157.3 nm 
5.0 / 7.4 160.9 nm 
egg PC 7.4 / 7.4 158.6 nm 
20% PG 7.4 / 7.4 168.6 nm 
リン脂質 pH 条件 粒子径 
Table 2  調製したリポソームの粒子径 
egg PC：egg PC リポソーム，20% BMP：20% BMP含有 egg PC リポソ
ーム，20% PG：20% PG 含有 egg PC リポソーム，リン脂質濃度：500 
μM，使用機器：FPAR-1000． 
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（2） PRO とリン脂質リポソームの結合におよぼす BMP の影響 
ジオレオイル BMP を 10%または 20%含有した egg PC リポソームを作成し，中性
条件での PRO とリポソームの結合性について検討した．Egg PC リポソーム，10% 
BMP 含有 egg PC リポソームまたは 20% BMP 含有 egg PC リポソームと PRO との混




一分子に結合している PRO 分子の数（r）に関わらず，遊離 PRO 濃度（Cu）と r の
比（r/Cu）が横軸に平行であった．このことは，PRO とリポソームの結合に飽和が生
じておらず，PRO とリン脂質の結合が，特異的な結合部位を持たない分配的な結合
であることを示している 31,35）．そのため，結合性の評価には r/Cu の平均値から算出
した，total binding affinity（nK，リン脂質一分子あたりの PRO の最大結合数と結合平
衡定数の積）を用いた．次に，r/Cuから算出した各リポソームと PRO との total binding 
affinity（nK）を Fig. 16B に示した．リポソームの BMP 含有量を 10%，20%と増加さ
せることで，nK 値はそれぞれ，2.1 倍，4.0 倍と有意に高値を示した（p < 0.01）．こ
のことから，BMP がリポソームと PRO との結合を強めることが明らかとなった． 
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A：PRO－リポソーム結合の Scatchard plot． 
r：リン脂質１分子あたりに結合する PRO分子数．Cu：遊離 PRO濃度．○：egg PC リポソーム．×：
10% BMP含有 egg PC リポソーム．+：20% BMP含有 egg PC リポソーム． 
B：PROのリポソームに対する total binding affinity． 
平均±標準偏差（egg PC：n = 5，10% BMP 90% egg PC：n = 8，20% BMP 80% egg PC：n = 7）．
＊：p < 0.01（vs egg PC，Mann-Whitneyの U検定）． 
egg PC：egg PC リポソーム．10% BMP 90% egg PC：10% BMP含有 egg PC リポソーム．20% BMP 
80% egg PC：20% BMP含有 egg PC リポソーム． 
















































Fig. 16  BMP含有リポソームと PROの結合を示す Scatchard plot と total binding affinity  
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（3） PRO と BMP 含有 PC リポソームの結合におよぼす静電相互作用の影響 
過去の報告から，PS，PIおよび PG といった酸性リン脂質を含有することで，リ
ン脂質とCADの結合性が増強する要因として静電相互作用の関与が明らかにされて
いる 31-34）．このことから，酸性リン脂質である BMP を含有するリポソームと PRO
との結合にも静電相互作用が関係している可能性が示唆される．そこで，分析に用い
る緩衝液のイオン強度を変化させることで BMP 含有リポソームと PRO との結合に
おける静電相互作用の効果を検討した．50 mMリン酸緩衝液（pH 7.4，イオン強度 0.13）
に変えて，27 mM リン酸緩衝液（pH 7.4，イオン強度 0.07）を用いて，20% BMP 含
有 egg PC リポソームを調製し，同じ緩衝液を泳動緩衝液に用いて HPFA/CE により
PRO との結合性を分析した．結果を Fig. 17 に示す．イオン強度の小さい緩衝液を用
いて得られた，nK 値は，高イオン強度の時に比べて 1.4 倍と有意に上昇した．この
ことから，BMP 含有リポソームと PRO の結合に，静電相互作用が寄与していること
が示唆された．さらに，静電相互作用における，BMP のリン酸基の影響を検討する
ため，BMP の代わりに，リン酸基を持たない，DAG を含有したリポソームを用いて
PRO との結合性を検討した．結果を Fig. 18 に示す．DAG を 20%含有する egg PC リ
ポソームの PRO に対する nK 値は BMP 含有 egg PC リポソームに比べ 0.15 倍と有意
に低値を示し，この値は，egg PC リポソームよりも低値であった．以上の結果から，
BMP と PRO の結合に静電相互作用が寄与していること，さらにその静電相互作用に
BMP のリン酸基が関係していることが示唆された．
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Fig. 17  BMP含有リポソームと PROの結合性に及ぼすイオン強度の影響 
平均±標準偏差（I = 0.13：n = 7，I = 0.07：n = 4）． 
＊：p < 0.01（vs I = 0.13，Mann-Whitneyの U検定）． 
20% BMP 80% egg PC：20% BMP含有 egg PCリポソーム．リン脂質濃度：500 
µM．泳動緩衝液：リン酸ナトリウム緩衝液（27 mMまたは50 mM，pH 7.4）．注
入電圧：+7 kV．他の HPCE/FA条件は Fig. 15に同じ． 
Fig. 18  BMP含有リポソームと PROの結合性に及ぼす極性頭部の影響 
平均±標準偏差（20% BMP 80% egg PC：n = 7，20% DAG 80% egg PC：n = 
4，egg PC：n = 5）． 
＊：p < 0.01（vs 20% BMP 80% egg PC，Mann-Whitneyの U検定）． 
20% BMP 80% egg PC：20% BMP含有 egg PC リポソーム．20% DAG 80% 
egg PC：20% DAG含有 egg PC リポソーム．egg PC：egg PC リポソーム．リン脂




























































1 2 320% BMP 20% DAG egg PC
80% egg PC 80% egg PC
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（4） BMP と他の酸性リン脂質との間における結合性増強効果の比較 
これまでの結果から，酸性リン脂質である BMP が，静電相互作用の寄与により，
PRO と egg PC リポソームとの結合性を増強させることが明らかになった．そこで次
に，この BMP の結合性増強効果が，他の酸性リン脂質と同等であるか否かについて
検討した．検討には，酸性リン脂質である，DPPG および DPPS を用いた．PG は，
BMP と構造異性体の関係にあり，分子内に持つ電荷の数が等価の酸性リン脂質であ
る．一方．PS は，BMP と同様，一価の酸性リン脂質ではあるが，極性頭部中に 2 個
の負電荷と１つの正電荷を有している．DPPS および DPPG を 20%含有した egg PC
リポソームを作製し，PRO との結合性について HPCE/FA を用いて同様に分析した．
算出した nK値を 20% BMP含有 egg PCリポソームと比較した結果を Fig. 19に示す．
BMP含有 PCリポソームの nK値とDPPG含有 egg PCリポソームとの nK値の間に有
意な差は認められなかった．このことから，BMP と PG の間の構造の差異が PRO と
の結合に影響しないことが示唆された．一方，DPPS 含有 egg PC リポソームの nK 値
は PC 程ではないものの BMP と比較して 0.80 倍と有意に低値を示した（p < 0.01）．
この理由について詳細は不明である．しかし，リン脂質の分子構造を考えたとき，水




- 48 - 
 
 
Fig. 19  リポソームと PROの結合性に及ぼす酸性リン脂質の影響 
平均±標準偏差（20% BMP 80% egg PC：n = 7，20% PG 80% egg PC：n = 
4，20% PS 80% egg PC：n = 4，egg PC：n = 5）． 
＊：p < 0.01（vs 20% BMP 80% egg PC，Mann-Whitneyの U検定）． 
20% BMP 80% egg PC：20% BMP含有 egg PC リポソーム．20% PG 80% egg 
PC：20% PG含有 egg PC リポソーム．20% PS 80% egg PC：20% PS含有 egg 
PC リポソーム．egg PC：egg PC リポソーム．リン脂質濃度：500 µM．注入電
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第 2 節 CAD とリポソームとの親和性に及ぼす pH の影響 
 
（1） BMP 含有 egg PC リポソームと PRO との結合性に及ぼす pH の影響 
DIPL 発症時には，CAD は pH 分配仮説にしたがってリソソーム等の酸性オルガネ
ラに取り込まれて，酸性環境下で細胞膜と結合していることが考えられる．そこで内
水相の pH をリソソーム内腔の pH と同条件に変化させたリポソームを作製し，PRO
との結合性を検討した．リソソーム内腔の pH はおよそ 5 であることがこれまでに報
告されている 52）．そこで，20% BMP 含有 egg PC リポソームと egg PC リポソームに
ついて，内水相/外水相の pH がそれぞれ 5.0/5.0，5.0/7.4 および 7.4/7.4 に調整したリ
ポソームを作製した． 
BMP を含有したリポソームは，低 pH 条件下において多重膜リポソームを形成し
やすいことがこれまでに報告されている 64,65）．そこで，作製した 6 種のリポソーム
の膜構造に差が生じているか否かを蛍光消光法により検討した．蛍光消光法の概略図
を Fig. 20 に示す．今回の方法では，仮に一枚膜構造のリポソームが作製できている
場合，pre-stain にはリポソーム全体に DiI-C18 が存在するため，外側の DiI-C18 のみ
TNBS に処理され，蛍光強度が約 50%減弱する．一方 post-stain は，外側のみ DiI-C18
で染色されていることから，理論上 100%蛍光が消光すると考えられる．また，今回
作製した各リポソームの結果を Fig. 21 に示した．その結果，内外の pH が同じ PC リ
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Fig. 20  一枚膜リポソームにおける蛍光消光法の模式図 
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Fig. 21  蛍光消光法を用いたリポソームのラメラリティーの検討 




























egg PC egg PCegg PC
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次に，作製した pH の異なるリポソームを用いて PRO との結合性を評価した．そ
の結果を Fig. 22 に示す．内外の pH が 7.4/7.4 の BMP 含有 PC リポソームと比較して
5.0/5.0 のリポソームの nK 値は 0.40 倍と有意に低値を示した．また，5.0/7.4 のリポソ
ームにおける nK 値は 7.4/7.4 のリポソームに比べ有意ではないものの，0.76 倍低値で
あった．この時，リン脂質内のリン酸基が持つ負電荷は pKaが 1 以下であり 67），今
回の分析条件（pH 5.0および pH 7.4）において pH 単位で 4 から 6 の差が認められる．
一方，PRO の pKaは 9.45 であり，pH 単位での差は 2 から 4 である．そのため，本条
件下ではリン酸基はいずれも負電荷を持っており，PRO のイオン形と分子形の比率
が，変化していると考えられる．このことから低 pH 条件においてリポソームと PRO
との親和性が低下した理由は，PRO のイオン形分率の上昇と分子形分率の低下に起
因していると考えられる．さらに，リポソームを構成するリン脂質の，アシル鎖部分
と PRO の分子形との間に，疎水性相互作用が形成されることがわかっている 31-34）．
以上のことから，低 pH 条件では，PRO の分子形分率が低下するために，リポソーム
との間の疎水性相互作用が減弱し，結合性の有意な低下が生じたと考えられる． 
  




Fig. 22  BMP含有リポソームと PROの結合性に及ぼす pHの影響 
平均±標準偏差（20% BMP 80% egg PC，7.4/7.4：n = 7，5.0/7.4：n = 4，
5.0/5.0：n = 4，egg PC：n = 5）． 
＊：p < 0.01（vs 20% BMP 80% egg PC，7.4/7.4，Mann-WhitneyのU検定）． 
20% BMP 80% egg PC：20% BMP含有 egg PCリポソーム．egg PC：egg PCリ
ポソーム．リン脂質濃度：500 µM．泳動緩衝液：リン酸ナトリウム緩衝液（50 
mM，pH 7.4）またはクエン酸ナトリウム緩衝液（55 mM，pH 5.0）．注入電圧：
+7 kV（外水相 pH 7.4）または+4 kV（外水相 pH 5.0）．注入時間：100秒（外
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小括 
BMP が PRO とリン脂質膜との親和性を増強させることが明らかとなった．また，
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第 3 章 DIPL の発症予測のためのバイオマーカーの探索 
 
前章の結果から，BMP は CAD とリン脂質との結合を増強することが明らかとなっ
た．BMP は，DIPL の発症部位である後期エンドソームおよびリソソームに高濃度に
含有されているリン脂質であるとともに，肺動脈内皮由来の培養細胞 66）や尿中 51）
での BMP の含有量が，CAD 処置時に増加することが明らかになっている．したがっ























Tamoxifen（TAM）citrate salt（> 99%），warfarin（WF）sodium salt（> 97%），imipramine
（IMI）hydrochloride（> 98%），methanol（LC-MS），25% ammonia solution（特級），
RPMI1640 および BSA は，和光純薬工業より購入した．CPZ hydrochloride（> 98%），
amiodarone（AM）hydrochloride（> 98%）および ammonium formate（97%）は，
Sigma-Aldrichより購入した．1,2-Dimylistoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DMPC，> 99%）
および 1,2-didecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DDPC，> 99%）は，日油より購入
した．1,2-Diheptadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DHPC，> 99%）は，Avanti Polar 
Lipids より購入した．Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt（EDTA-2Na，> 99.5%）
は，同仁化学研究所（益城，熊本，日本）より購入した．DiI-C18 は Invitrogen より
購入した．なお，本実験で使用した試薬および薬物を，Fig. 23 に示す． 
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（2） 細胞培養 
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Table 3  LC-MS/MSを用いたリン脂質分析の条件 
プリカーサーイオン 
















Table 4  SRMの質量数遷移 
移動相 A：メタノール，B：10 mMギ酸アンモニウム 
注入量 5 µL 
スプレー電圧 +3 kV 
コリジョン 40 eV 
カラム 
Xterra MS C8  
（3 cm x 2.1 mm ID, 3.5 μm） 





カラム温度 40 ℃ 
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Table 5  本実験で使用した質量数遷移 
PC    
fatty acyl chain     m/z  
  precursor ion  
  MW+H  product ion 
20:0  566.3  184.1  
28:0  678.5  184.1  
32:0  734.6  184.1  
34:3  756.6  184.1  
34:2  758.6  184.1  
34:1  760.6  184.1  
34:0  762.6  184.1  
36:5  780.5  184.1  
36:4  782.6  184.1  
36:3  784.6  184.1  
36:2  786.6  184.1  
36:1  788.6  184.1  
36:0  790.6  184.1  
38:6  806.6  184.1  
38:5  808.6  184.1  
38:4  810.6  184.1  
38:3  812.6  184.1  
38:2  814.6  184.1  
38:1  816.6  184.1  
40:9  828.5  184.1  
40:8  830.6  184.1  
40:7  832.6  184.1  
40:6  834.6  184.1  
40:5  836.6  184.1  
40:4  838.6  184.1  
40:2  842.6  184.1  
40:1  844.6  184.1  
42:12  850.5  184.1  
42:11  852.6  184.1  
42:10  854.6  184.1  
42:9  856.6  184.1  
42:8  858.6  184.1  
42:7  860.6  184.1  
42:6  862.6  184.1  
42:5  864.6  184.1  
42:4  866.7  184.1  
42:3  868.7  184.1  
42:2  870.7  184.1  
42:1  872.7  184.1  
44:12  878.6  184.1  
44:11  880.6  184.1  
44:10  882.6  184.1  
44:9  884.6  184.1  
44:8  886.6  184.1  
44:7  888.6  184.1  
44:6  890.7  184.1  
44:5  892.7  184.1  
44:4  894.7  184.1  
44:3  896.7  184.1  
44:2  898.7  184.1  





PE    
fatty acyl chain     m/z  
  precursor ion product ion 
  MW+H          MW+H-141 
32:0  692.5  551.5  
34:3  714.5  573.5  
34:2  716.5  575.5  
34:1  718.5  577.5  
34:0  720.5  579.5  
36:5  738.5  597.5  
36:4  740.5  599.5  
36:3  742.5  601.5  
36:2  744.5  603.5  
36:1  746.6  605.6  
36:0  748.6  607.6  
38:6  764.5  623.5  
38:5  766.5  625.5  
38:4  768.5  627.5  
38:3  770.6  629.6  
38:2  772.6  631.6  
38:1  774.6  633.6  
40:9  786.5  645.5  
40:8  788.5  647.5  
40:7  790.5  649.5  
40:6  792.5  651.5  
40:5  794.6  653.6  
40:4  796.6  655.6  
40:2  800.6  659.6  
40:1  802.6  661.6  
42:12  808.5  667.5  
42:11  810.5  669.5  
42:10  812.5  671.5  
42:9  814.5  673.5  
42:8  816.6  675.6  
42:7  818.6  677.6  
42:6  820.6  679.6  
42:5  822.6  681.6  
42:4  824.6  683.6  
42:3  826.6  685.6  
42:2  828.6  687.6  
42:1  830.7  689.7  
44:12  836.5  695.5  
44:11  838.5  697.5  
44:10  840.5  699.5  
44:9  842.6  701.6  
44:8  844.6  703.6  
44:7  846.6  705.6  
44:6  848.6  707.6  
44:5  850.6  709.6  
44:4  852.6  711.6  
44:3  854.7  713.7  
44:2  856.7  715.7  








PI   
fatty acyl chain     m/z  
  precursor ion product ion 
MW+NH4      MW+NH4-277 
32:0  827.6  550.6 
34:3  849.5  572.6 
34:2  851.6  574.6 
34:1  853.6  576.6 
34:0  855.6  578.6 
36:5  873.5  596.5 
36:4  875.6  598.6 
36:3  877.5  600.5 
36:2  879.6  602.6 
36:1  881.6  604.6 
36:0  883.6  606.6 
38:6  899.6  622.6 
38:5  901.6  624.6 
38:4  903.5  626.5 
38:3  905.6  628.6 
38:2  907.6  630.6 
38:1  909.6  632.6 
40:9  921.5  644.5 
40:8  923.5  646.5 
40:7  925.5  648.5 
40:6  927.6  650.6 
40:5  929.6  652.6 
40:4  931.6  654.6 
40:2  935.6  658.6 
40:1  937.7  660.7 
42:12  943.7  666.7 
42:11  945.7  668.7 
42:10  947.7  670.7 
42:9  949.7  672.7 
42:8  951.7  674.7 
42:7  953.7  676.7 
42:6  955.7  678.7 
42:5  957.7  680.7 
42:4  959.7  682.7 
42:3  961.7  684.7 
42:2  963.7  686.7 
42:1  965.7  688.7 
44:12  971.7  694.7 
44:11  973.7  696.7 
44:10  975.7  698.7 
44:9  977.7  700.7 
44:8  979.7  702.7 
44:7  981.7  704.7 
44:6  983.7  706.7 
44:5  985.7  708.7 
44:4  987.7  710.7 
44:3  989.7  712.7 
44:2  991.7  714.7 
44:1  993.7  716.7  






PG    
fatty acyl chain     m/z  
  precursor ion product ion 
  MW+NH4      MW+NH4-189 
32:0  739.5  550.5  
34:3  761.5  572.5  
34:2  763.5  574.5  
34:1  765.6  576.6  
34:0  767.6  578.6  
36:5  785.5  596.5  
36:4  787.5  598.5  
36:3  789.6  600.6  
36:2  791.6  602.6  
36:1  793.6  604.6  
36:0  795.6  606.6  
38:6  811.6  622.5  
38:5  813.6  624.6  
38:4  815.6  626.6  
38:3  817.6  628.6  
38:2  819.6  630.6  
38:1  821.6  632.6  
40:9  833.5  644.5  
40:8  835.5  646.5  
40:7  837.5  648.5  
40:6  839.6  650.6  
40:5  841.6  652.6  
40:4  843.6  654.6  
40:2  847.6  658.6  
40:1  849.6  660.6  
42:12  855.6  666.6  
42:11  857.6  668.6  
42:10  859.6  670.6  
42:9  861.6  672.6  
42:8  863.6  674.6  
42:7  865.6  676.6  
42:6  867.6  678.6  
42:5  869.6  680.6  
42:4  871.6  682.6  
42:3  873.6  684.6  
42:2  875.6  686.6  
42:1  877.6  688.6  
44:12  883.7  694.7  
44:11  885.7  696.7  
44:10  887.7  698.7  
44:9  889.7  700.7  
44:8  891.7  702.7  
44:7  893.7  704.7  
44:6  895.7  706.7  
44:5  897.7  708.7  
44:4  899.7  710.7  
44:3  901.7  712.7  
44:2  903.7  714.7  
44:1  905.7  716.7  
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PS    
fatty acyl chain     m/z  
  precursor ion product ion 
  MW+H          MW+H-185 
32:0  735.5  550.5  
34:3  757.5  572.5  
34:2  759.5  574.5  
34:1  761.5  576.5  
34:0  763.5  578.5  
36:5  781.5  596.5  
36:4  783.5  598.5  
36:3  785.5  600.5  
36:2  787.5  602.5  
36:1  789.5  604.5  
36:0  791.6  606.6  
38:6  807.5  622.5  
38:5  809.5  624.5  
38:4  811.5  626.5  
38:3  813.5  628.5  
38:2  815.6  630.6  
38:1  817.6  632.6  
40:9  829.5  644.5  
40:8  831.5  646.5  
40:7  833.5  648.5  
40:6  835.5  650.5  
40:5  837.5  652.5  
40:4  839.5  654.5  
40:2  843.6  658.6  
40:1  845.6  660.6  
42:12  851.5  666.5  
42:11  853.5  668.5  
42:10  855.5  670.5  
42:9  857.5  672.5  
42:8  859.5  674.5  
42:7  861.5  676.5  
42:6  863.6  678.6  
42:5  865.5  680.6  
42:4  867.6  682.6  
42:3  869.6  684.6  
42:2  871.6  686.6  
42:1  873.6  688.6  
44:12  879.5  694.5  
44:11  881.5  696.5  
44:10  883.5  698.5  
44:9  885.5  700.5  
44:8  887.6  702.6  
44:7  889.6  704.6  
44:6  891.6  706.6  
44:5  893.6  708.6  
44:4  895.6  710.6  
44:3  897.6  712.6  
44:2  899.7  714.7  





第１章実験方法（7）と同様の方法で DiI-C18 含有 RPMI1640 培地を作成した．こ
の培地下にある RAW264 細胞に IMI または溶媒を処置し，24 時間経過後に細胞を回
収した．回収した細胞を，PBS で懸濁後，ヨウ化プロピジウムを添加し測定試料と
した．測定試料を，FACSCalibur HG flow cytometer（BD Biosciences，Sparks，MD，
USA）に注入し，DiI-C18（励起波長，488 nm，蛍光波長，564～606 nm）およびヨウ
化プロピジウム（励起波長，488 nm，蛍光波長，650 nm 以上）の蛍光強度をそれぞ
れ測定した．データの解析時に，ヨウ化プロピジウムで染色された死細胞を除外し，




第 1 節 CAD の細胞内リン脂質組成に及ぼす影響 
 
実験結果・考察 
（1） LC-MS/MS を用いたリン脂質分析法の評価 
本論文における，リン脂質の表記方法は，Liebisch 等の LIPID MAPS nomencleature 
70）に従った．例えば，細胞内に最も多く存在する PC である 1-パルミトイル 2-オレ
オイル PC は，パルミトイル部分が炭素数 16，不飽和結合数 0，オレオイル部分が炭
素数 18，不飽和結合数 1 であるため，アシル鎖部分の総炭素数と不飽和結合数を用
いて PC 34:1 または PC 16:0_18:1 と表記した．また，SRM の質量数遷移の表記方法
は，プリカーサーイオンの m/z > プロダクトイオンの m/z とした．つまり，PC 34:1
（分子量，759.6）であれば，プリカーサーイオンは m/z 760.6，プロダクトイオンは
m/z 184.1 であることから，760.6 > 184.1 と表記した．この例であれば，総炭素数：二
重結合数が 34:1 となる PC のアシル鎖の組み合わせは，最も代表的なパルミトイル基
—オレオイル基以外にも考えられる．今回の方法では，同一の質量数遷移を与える分
子の識別は HPLC の分離に依存する． 
まず，標品として DDPC（PC 10:0_10:0），DMPC（PC 14:0_14:0）および DHPC（PC 
17:0_17:0）を用いて，本分析方法の妥当性を検討した．各リン脂質 0.125 µM を分析
した時に得られたクロマトグラムおよび，DHPC と DMPC の再構成イオンクロマト
グラム（RIC）を，Fig. 24A に示した．その結果，3 本のピークは各リン脂質に対応
し，DDPC と DHPC は，分離検出できていることが確認できた．一方，分子量の近

















Fig. 24  標準品分析時に得られたクロマトグラム（A）および DHPC と DMPCの RIC（B） 
（A）リン脂質濃度：0.125 µM，DDPC（566.3 > 184.1），DMPC（678.5 > 184.1），DHPC（762.6 > 























































































RAW264 細胞から Folch 法により抽出した脂質画分を使用した．Fig. 25 には，分析で
得られたクロマトグラムを示す．PI 38:4（903.5 > 626.5）および PI 38:3（905.6 > 628.6）
では，一本のピークが検出され，得られたピーク幅は，標品の分析で得られたピーク

























































Fig. 25  RAW264細胞の脂質抽出物から得られたクロマトグラムの例 
A：PI 38:4（903.5 > 626.5），B：PI 38:3（905.6 > 628.6），C：PC 38:2






胞中の各リン脂質クラスの組成を Fig. 26 に示す．PC および PE は，構成するアシル
鎖はおもに 34:2，34:1，36:2 および 36:1 であった．この結果は，ラットの肝におい
て，PC および PE を構成する脂肪酸として，FA 16:0，FA 18:0，FA 18:1，および FA 18:2
が多く含まれていること 63）と一致していた．また，PS では 34:2，34:1，36:2 および
36:1 に加え，不飽和結合を複数持つ 40:6，40:5 および 40:4 が比較的多く含まれてい
た．これは，ヒト臍帯静脈内皮細胞において PS を構成するアシル鎖に，18:0_18:1，
18:0_18:2，18:0_22:5 および 18:0_22:6 の組み合わせが多いという過去の報告 71）と一
致していた．さらに，PG では，おもに 32:0 が含まれていることがわかった．一方，
PI の構成アシル鎖はおもに 36:1，36:2，38:3 および 38:4 であり，他のリン脂質種と
は異なることが明らかとなった．過去の報告においても，RAW264 細胞の PI を構成
するアシル鎖が 36:1，36:2，38:3 および 38:4 であることが示されており 72），今回の
結果はこの報告と一致していた． 
（3） CAD のリン脂質組成に及ぼす影響 
次に，CAD 処置によって，リン脂質の組成に変化が生じるか否かについて検討し
た．CAD および非 CAD を 24 時間処置した RAW264 細胞から抽出した脂質画分を測
定試料とした． CAD として，CPZ（10 µM），IMI（50 µM），AM（10 µM）および
TAM（10 µM）を，非 CAD として WF（100 µM）を使用した．測定試料を LC-MS/MS
を用いて同様に分析した結果，PC，PE，PS および PG のリン脂質組成は，CAD 処置，
非 CAD 処置に関わらず，薬物を処置していない細胞のリン脂質組成（Fig. 26）と同
等であった（データ省略）．一方，Fig. 27 には，PI の分析結果を示した．CAD 処置
によって，PI 36:1，PI 36:2 と，PI 38:3，PI 38:4 の組成の大小が，逆転しているよう
に見受けられたのに対し，WF 処置時には認められなかった．そこで，主成分分析に
よって，これら 4 種の PI が CAD 処置によって変化しているかどうか確認した．結果
を Fig. 28 に示す．その結果，PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3 および PI 38:4 が， CAD 処置
によって大きく変化していることが明らかとなった．また，Fig. 7 で示したとおり，
CPZ を 24 時間処置した細胞で，リン脂質の蓄積とラメラ体の形成が確認された．以
上の結果から，CPZ 処置によって，リン脂質が過剰蓄積した細胞で，PI 36:1，PI 36:2，
69 
 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































（10 µM），B：AM（10 µM），C： IMI（50 
µM），D：TAM（10 µM），E：WF（100 µM）． 
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（4） PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3 および PI 38:4 の構造推定 
PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3および PI 38:4を構成するアシル鎖の推定を試みた．RAW264
細胞に CPZ（10 µM）を 24 時間処置し，抽出した脂質画分を測定試料とした．
LC-MS/MS を用いてプロダクトイオンスキャンを実施し，得られた product ion のマ
ススペクトルを Fig. 29 に示す．PI 38:4 の分析結果において，FA 20:4 および FA 18:0
に相当する m/z にピークが検出された．同様に，PI 38:3 では FA 20:3 および FA 18:0
に相当する m/z に，PI 36:2 では，FA 18:0，FA 18:１および FA 18:2 に相当する m/z に，
PI 36:1 では FA 18:0 および FA 18:１に相当する m/z にそれぞれピークが検出された．
なお，その他のアシル鎖の存在を示唆するピークは検出されなかった．今回の質量分
析結果のみでは，二重結合の位置や幾何異性までは確認できないものの，PI 36:1，PI 
36:2，PI 38:3 および PI 38:4 を構成するアシル鎖がステアリン酸（FA 18:0）であるこ
とが示唆された．また，PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3 および PI 38:4 のアシル鎖が，それ
ぞれオレイン酸（FA 18:1），リノール酸（FA 18:2），エイコサトリエン酸（FA 20:3）




























































































































151.1 286.6 423.5 557.9 692.8
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Fig. 29  PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3および PI 38:4のプロダクトイオンのマススペクトル 
A：PI 38:4（プリカーサーイオン m/z 884.6）．B：PI 38:3（プリカーサーイオン m/z 886.6）．
C：PI 36:2（プリカーサーイオン m/z 860.6）．D：PI 36:1（プリカーサーイオン m/z 862.6）． 
細胞：RAW264．薬物：CPZ（10 μM）．処置時間：24 時間．移動相：メタノールおよび
0.05% アンモニア水溶液．注入量：10 μL．スプレー電圧：－2.8 kV．コリジョン：30 eV．
他の LC-MS/MS条件は Table 3に同じ． 
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（5） PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3 および PI 38:4 の組成変化と含有量の変化との関係 
今回の LC-MS/MS による分析方法では，同一の極性頭部を持つリン脂質クラスの
中での組成の変動を評価しているため，リン脂質分子種の増減は明らかとなっていな
い．したがって，本章第 1 節の（3）で観察されたように PI 36:1 と PI 36:2 の組成が
増え，PI 38:3 と PI 38:4 の組成が減少したのは，PI 36:1 と PI 36:2 が増加したからな
のか，それとも PI 38:3 と PI 38:4 の組成が減少したためなのかは明らかではない．そ
こで今回，CAD 処置による PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3 および PI 38:4 の細胞内含有量
の変化を，内標準物質に対する相対定量法により調べた．内部標準物質としては，生
体内に存在しない炭素数が 17 個のアシル鎖をもつ DHPC を用いた．CAD として IMI
（50 µM）を処置した RAW264 細胞および，溶媒（エタノール）を処置した RAW264
細胞（コントロール）の細胞懸濁液に，DHPC（0.03 mM）を添加後，Folch 抽出によ
り得た脂質画分を測定試料とした．測定試料を LC-MS/MS を用いて分析し，DHPC
のピーク面積に対する PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3 および PI 38:4 のピーク面積の比をシ
グナル強度とした．Fig. 30 には，得られたシグナル強度の，コントロール細胞に対
する IMI 処置細胞の比を示した． その結果，PI 36:1 および PI 36:2 の含有量は，IMI
処置によって約 2 倍に増加していることが示唆された．一方，PI 38:3 および PI 38:4
の含有量は，変化していないことが示唆された．PI 36:1 および PI 36:2 の含有量は
DIPL によって増加する一方，PI 38:3 および PI 38:4 の含有量が一定であったことは，





Fig. 30  IMI処置時の PIの相対含量 
平均±標準偏差（n = 3）． 



















PI 36:1 PI 36:2 PI 38:3 PI 38:4
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第 2 節 DIPL の新規予測パラメータの構築と基礎的検討 
 
（1） Prediction Parameter（PP）の設定と細胞への適用 
PI 36:1，PI 36:2，PI 38:3 および PI 38:4 に認められた組成の変化が，CAD によるリ
ン脂質蓄積に特異的な変化であることが示唆された．そこで，これら 4 種のリン脂質





算出した PP の値を Table 6 に示す．RAW264 細胞において，CPZ（10 µM），IMI（50 
µM），AM（10 µM）または TAM（10 µM）を処置することで有意な PP 値の上昇が
認められた．さらに，ヒト急性単球性白血病由来 THP-1 細胞および，ヒトリンパ腫
由来 U-937 細胞を用いて同様の検討を行った．その結果，THP-1 細胞において，CPZ
（10 µM）処置により，PP 値の有意な上昇が認められた．さらに，有意ではないも
のの AM（10 µM）および TAM（10 µM）処置によっても PP 値に上昇傾向が認めら










PI 36:1 と PI 36:2 のピーク面積の和 




Table 6  薬物処置細胞の PP値 
a：p < 0.01 （vs コントロール，Mann-Whitneyの U検定） 
ND：データなし  
処置濃度： CPZ（10 µM），AM（10 µM），TAM（10 µM），IMI（50 µM），WF（100 µM） 
RAW264 THP-1




CPZ 1.26 ± 0.08 0.75 ± 0.037 3 1.07 ± 0.07 3
a
IMI 2.02 ± 0.25 ND3 ND
a
AM 1.32 ± 0.16 0.73 ± 0.177 3 ND
a
TAM 1.41 ± 0.07 0.69 ± 0.126 3 ND
WF 0.48 ± 0.03 ND3 ND
control 0.54 ± 0.09 0.61 ± 0.1015 9 1.00 ± 0.04 3
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（2）リン脂質蓄積量と PP の CAD 濃度依存性との関係 
各濃度の IMI を 24 時間処置した細胞内のリン脂質量を，フローサイトメーターを
用いた分析により測定し，細胞内のリン脂質蓄積量を評価した．結果を Fig. 31A に
示す．IMI 25，50 µM ではリン脂質量が増加したが，100 µM で減少していることが
示唆された．一般に，セルベースアッセイの欠点として，薬物の毒性が測定に影響し
やすいことが挙げられている 73）．100 µM の IMI を処置した細胞において，減少した
理由は不明であるが，死細胞の割合が 25 µM および 50 µM 処置ではそれぞれ約 4%，





化が生じるか否かについて検討した．濃度の異なる IMI（25，50，100 µM）を RAW264
細胞に 24 時間処置した後，脂質を抽出し測定試料とした．LC-MS/MS を用いて測定
試料を分析し，得られた結果から PP 値を算出した．算出した PP 値と濃度との関係
を Fig. 31B に示した．IMI 濃度の上昇に伴い，PP 値に上昇傾向が認められ，100 µM
で他の濃度よりも高値を示した．この結果は，PP 値はリン脂質の蓄積量そのものよ
りむしろ，CAD による毒性を反映している可能性を示唆するものである．また，IMI 
25 µM 処置時には，リン脂質の蓄積が軽度であるにもかかわらず，PP 値が 50 µM 処
置時とほぼ同等なった．このことから，PP 値を用いることで，CAD の毒性を感度よ
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Fig. 31  PP とリン脂質蓄積量の濃度依存性 
平均±標準偏差（n = 3） 
A：細胞内リン脂質量の IMI濃度依存性 
B：PPの IMI濃度依存性 
細胞：RAW264 細胞．IMI 濃度：25，50 および 100 µM．処置時間：24 時間．リン脂質




CPZ，IMI，AM および TAM 処置によって，細胞中の PI 36:1 および PI 36:2 の組成
が増加し，PI 38:3 および PI 38:4 の組成が減少していることが示唆された．また，IMI
処置によって細胞中の PI 36:1 および PI 36:2 の含有量が増加しているものの，PI 38:3
および PI 38:4 の含有量は変化していないことが示唆された．さらに，LC-MS/MS を
用いて，4 種の PI の構造推定を試みた結果，PI 36:1 は PI 18:0_20:1，PI 36:2 は PI 
18:0_18:2 または PI 18:1_18:1，PI 38:3 は PI 18:0_20:3，PI 38:4 は PI 18:0_20:4 である
可能性が示唆された． 
LC-MS/MSを用いてこれら PI 4種を分析したピーク面積からDIPLの新規予測パラ
メータ候補として PP 値を算出した．IMI 濃度とリン脂質量および PP 値との関係を
検討した結果，IMI 濃度の上昇に伴い，リン脂質量と PP 値が，ともに増加している






 本研究では，細胞の CAD に対するレスポンスに着目し，DIPL 発症メカニズムと
バイオマーカーの開発に関して，以下の成果を得た． 
 
1.  RAW264 細胞に CPZ を 5 分処置したとき，後期エンドソームおよびリソソー
ム内の pH は変化しておらず，さらに，リソソーム内のタンパク質分解酵素の活
性も低下していないことが明らかとなった．さらに，細胞内にリン脂質および







2.  後期エンドソームおよびリソソームに特異的に存在する BMP が，リン脂質二








て CAD を集積しやすいが，それらのリン脂質二分子膜に BMP が多く含まれて
いることによって，CAD の集積性がさらに高まる可能性が示唆された． 
 
3.  CAD を処置した RAW264 細胞で，特異的に PI 36：1 および PI 36：2 の占める
割合が増加し，PI 38：3 および PI 38：4 の占める割合が減少していることが明
らかになった．この時，PI 36：1 および PI 36：2 の含有量は増加しているもの
81 
 
の，PI 38：3 および PI 38：4 の含有量は変化していないことも判明した．これ
らの結果から，DIPL の新規予測パラメータとして PP  = （PI 36：1 と PI 36：2
のピーク面積の和）/（PI 38：3 と PI 38：4 のピーク面積の和）を提案した．IMI
処置濃度を変化させた場合の PP とリン脂質の蓄積との関係を評価した結果，
IMI 濃度の上昇に伴い，リン脂質量と PP 値が，ともに増加していることが確認
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